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核膜孔複合体内部構造とインポーティンβ 
依存的物質輸送の分子基盤の理解

小西 秀明，吉村 成弘

核膜孔複合体という巨大なタンパク質複合体の構造解明が進んでいる昨今，孔内部の詳細
な分子配置・構造的性質の解明が待たれる．構成サブユニットの一次構造からFGモチーフ
の重要性が指摘されてきたが，水酸基を持つアミノ酸の高い含有量や，天然変性領域の存
在など，ほかにも数多くの構造的特徴を持つ．in vitroおよび in vivoでの解析から，核膜孔
内部は疎水基と親水基が混在した複雑な分子クラウディング環境を形成していると考えら
れ，これが分子の自由拡散を阻害している．インポーティンβなどの輸送因子は，HEATモ
チーフと呼ばれる両親媒性αヘリックスに富む構造をしており，この構造的柔軟性が疎水性
クラウディングを通過するのに適している．これはインポーティンβのみならず，多くの
HEATモチーフを含むタンパク質が持つ性質であり，新たな部類の輸送因子の存在を示唆
する．

1. はじめに

核膜孔を介した細胞質‒核質間の物質輸送では，分子量
にして約40 kDa以下のタンパク質は核膜孔を通過するこ
とができるが，それ以上の分子はできないという理解が主
流であった．孔内部を構成する核膜孔複合体（nuclear pore 
complex：以下「NPC」）サブユニットによる分子クラウ
ディングが，細胞質と核質の間での自由な物質拡散を阻害
しているというのはとても理解しやすい．しかし，これに
は例外が多すぎる．インポーティンβを代表とする輸送因
子はそれ自体が100 kDa近くのタンパク質であり，これら
が結合してさらに通過しやすくなるというのはどうも理解
しにくい．いくつかのモデルが提唱されてきたが，今のと
ころ分子レベルでそのメカニズムを説明するには至ってい
ない．ここでは，NPCを構成するサブユニットおよびイ
ンポーティンβの構造的性質に関するこれまでの研究を紹

介しながら，核膜孔通過というイベントの構造的背景を明
らかにする．

2. 核膜孔の構造に関する研究

核膜孔を介した輸送のメカニズムを理解するには，NPC
の構造に関する情報が必要不可欠である．現時点では，
NPC全体の結晶構造は報告されておらず，さまざまな手
法で得られた構造的情報を統合して推測するしかない．こ
れまでに用いられてきた手法としては，電子顕微鏡や原子
間力顕微鏡を用いた1分子観察，構成サブユニットの生化
学的な単離およびプロテオミクスによる同定，サブコンプ
レックスの単離・構造解析，電子顕微鏡を用いた単粒子解
析，さらには3Dモデリングを用いた構造予測等があげら
れる 1‒5）．

NPCは大まかに四つの部分に分けることができる．
i）核膜に埋め込まれたサブユニットを中心とする足場
部分（Pom121, gp210等），ii）細胞質側を構成する部分
（Nup358, Nup214等），iii）核質側のバスケットを構成する
部分（Nup50, Tpr等），最後に iv）中心の孔を構成する部
分（Nup62, 58, 54等）である（図1）．これらのサブユニッ
トが具体的にどの部位を介して相互作用しているかについ
ての全貌はまだ明らかにされていないが，いくつかの安定
なサブコンプレックスが単離・同定されている．Nup107-
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160サブコンプレックスは，培養細胞等から安定に精製す
ることが可能で，電子顕微鏡による単粒子解析から，Y型
様の構造をしていることが明らかにされている 6）．また，
NPCの中心に位置するNup62, 58, 54は，互いのαヘリック
ス領域を介してサブコンプレックスを形成している 7）．
間期におけるNPCの構造解析に加え，分裂期における

NPCの崩壊および再構築過程（図2）の解析は，NPCの構
築原理に関する重要な情報を与えてくれる．転写因子の
一つとして同定されていたELYS/MEL-288）は，分裂期に
おいてNup107-160サブコンプレックスをクロマチン上に
誘導し，NPC再構築の基点となる 9）．この後，約15～20分
の間に，核バスケットを構成するNup50, 153, 足場サブユ
ニットのPom121, 中心部を構成するNup35, Nup62-58-54サ
ブコンプレックス，最後に細胞質側のNup214が順次クロ
マチン（核膜）上に現れる 10）．このように，NPCのサブユ
ニットは，分裂期の核膜崩壊と共に解離・分散し，分裂期
後に決まった順序でクロマチン上に集合する．分裂期にお
けるNPCのダイナミックな構造・形態変化では，サブユ
ニットおよびサブコンプレックス間の相互作用が何らかの
仕組みにより厳密に制御されていることがわかる．

3. NPC構成サブユニットの構造的性質と孔内部の環境

核膜孔を介した細胞質‒核質間の物質輸送では，大きさ
にして約40 kDa以下のタンパク質は核膜孔を自由拡散で
通過することができるが，それ以上の分子はできない．中
心孔内部では，NPC構成サブユニットどうしの相互作用
により複雑な高次構造が形成され（後述），これが分子ふ
るいの役割を果たしていると考えられている．では，Nup
のどのような性質がこのふるいを作り出しているのであろ
うか．

Nupの代表的な特徴といえば，フェニルアラニンとグリ
シンが並んだFGモチーフである．特に中心孔を構成する
Nupに多く，これらは特にFGヌクレオポリン（FG-Nup）
と呼ばれ，それ以外と区別されている．FGモチーフに
はFxFGやGLFGなどのバリエーションが存在し，個々の
Nupで含有数に偏りがある 11）．フェルアラニン側鎖の疎水
的性質により，核膜孔内部は疎水的な環境を形成している
と考えられ，疎水性の分子ほど通しやすいという性質も報
告されている 12, 13）．
しかしながら，中心孔を構成するNupはFGモチーフ以
外にも大きな特徴を持っている．表1に代表的なNupのア
ミノ酸組成をすべてのタンパク質における平均的組成と比
較したものを示す．FG-Nupとそれ以外を比較すると，明
らかにFG-Nupにグリシンとフェニルアラニンの含有量が
高いことがみてとれる．しかし，このグループのもう一つ
の特徴として，アラニン，トレオニン，セリンなどの小さ
い（non-bulky）側鎖を持つアミノ酸含有量が非常に多く，
かつプロリンの含有量も多いことがあげられる．このこと
は，FG-Nupがαヘリックスなどの二次構造をとりにくい

図1 核膜孔複合体の構造と周囲の環境
核膜孔複合体（NPC）は直径120 nmの巨大なタンパク質複合体
であり，細胞質に突き出た繊維（細胞質フィラメント），核質
側のバスケット（核バスケット），中央のサブユニットからな
るチャネルを形成している．ヒトNPCの詳細な図は小迫氏の
項の図1を参照．Nup：ヌクレオポリン．

図2 有糸分裂後期におけるNPC再構成概念図
NPCを構成するサブユニットは核膜の崩壊とともに解離し，細
胞質に拡散する．あるものは単体で，またあるものはサブコ
ンプレックスの状態で存在していると考えられている．その
後，分裂後期あたりからNPCの再構築が始まる．最近の研究
ではELYS/MEL-28といったタンパク質がNPC形成のトリガー
となっていることが示唆されている（図中参照）．
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構造であることを示している．実際，一次構造から天然変
性スコアを計算すると，FGモチーフに富む領域との間に
高い相関がみられる（図3）．また，実際にこの領域を大
腸菌で発現・精製したものの円二色性偏光（CD）スペク
トルを解析すると，水溶液中では確かに二次構造を形成し
ていないことがわかる 14）．

FG-Nupにみられるアミノ酸の極端な偏りは，単に天然
変性構造を作るだけではないように思える．Nup54-58-62
サブコンプレックスのFG領域ではセリンとトレオニンだ
けで全体の3割を占めている．これらの残基は側鎖に水酸
基を持つ．つまり，親水性である．水酸基が全体の3割を
占めるという事実は，周囲の水の構造化（水和）が進んで
いることを意味する．このようにFG領域は，多くの水酸
基（セリンとトレオニン）と疎水基（フェニルアラニン）
とが混在した両親媒性ペプチドであるといえる．この性質
が中心孔の性質を決める上でどのような構造的役割を果た
しているかは今後の研究が待たれるところである．精製し
たNupの濃度を100 mg/mL以上に上げたときに一種のゲル
様構造をとることが報告されている 15）が，このことと水
酸基との間に何らかの関係があるのかもしれない．

4. 核膜孔内部の分子クラウディングを定量化する

Nupのアミノ酸配列に基づいた構造予測や，精製した
Nupに関するさまざまな構造解析結果から推測される核膜
孔内部の環境は，疎水性残基を含む親水性ゲルという表
現が最も適しているようである．1個の核膜孔に含まれる
フェニルアラニンの数を合計すると約10,000になり，これ
らすべてがNPCの内部環境を作り出していると仮定する

と，その局所的な濃度は100 mM近くになると考えられる．
一方で，水酸基を持つ残基が大量の水を囲い込み，全体的
には疎水基と水とが混在した複雑な環境を作り出してい
る．しかしながら，実際の核膜孔内部でこのような構造環
境が形成されているかというと，現在のところその答えは
得られていない．
筆者のグループでは，分子クラウディングに感受性を
示す蛍光タンパク質プローブを用いて，核膜孔内部のク
ラウディング環境の定量化を行った．黄色蛍光タンパク
質（YFP）アミノ酸挿入変異体 16）は，タンパク質等の分
子クラウディングに対して感受性を示すことが知られてい
る．我々はこのプローブをNupに結合させ，生細胞内で核
膜孔内部の詳細なクラウディング状態をマッピングするこ
とに成功している．その結果をまとめると，i）核膜孔は
細胞質よりも高いクラウディングを形成している，ii）各
Nup付近の局所的クラウディングは，各Nup間で大きく異
なる，iii）中心孔付近では比較的クラウディングが低い，
iv）細胞質側・核質側の入り口（出口）近傍で高いクラウ
ディングが形成されている，となる．これらの結果は，核
膜孔の最大のバリアは入口と出口近傍に存在し，中心部は
クラウディングの度合いが低いことを示している．この事
実は，1分子蛍光観察技術で報告されたインポーティンや
輸送タンパク質の挙動から推測される結果 17‒19）と辻褄が
合う．核膜孔内部の分子レベルでの構造解明は今後の研究
を待たねばならないが，細胞内でのさまざまなイメージン
グ技術がその道を切り開いてくれることは間違いないであ
ろう．

表1 NPCを構成するタンパク質のアミノ酸構成

ヒトヌクレオポリン（Nup）に含まれる各アミノ酸の含有率を，全タンパク質における平均含有率で割ったもの．頻度の高低を色の
濃淡で示した．また，上段にはFG-Nupの代表例を下段にはそれ以外のNupの例を示した．
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5. インポーティンβはいかにして疎水性クラウディン
グを通り抜けるか？

これまで核膜孔内部の構造に焦点を当てて話をしてきた
が，反対に，核膜孔を通り抜けるのに適したタンパク質の
構造とはどのようなものだろうか．核膜孔を通り抜ける能
力を持つタンパク質の代表は，インポーティンβに代表さ
れるインポーティンβファミリータンパク質である．イン
ポーティンβは約900アミノ酸からなるタンパク質で，分
子量的には核膜孔のサイズバリアを通り抜けることができ
ない．しかし，インポーティンβはそれ自身が核膜孔を通
過できるのみならず，ほかのタンパク質と結合して，一緒

に通過することもできるのである．よって，インポーティ
ンβファミリータンパク質は，細胞質‒核間輸送における
代表的な輸送タンパク質として細胞内で重要な機能を果た
している．このファミリーに属するタンパク質のアミノ酸
配列を比較すると保存性は15～20％とそれほど高くない．
一方，高次構造に目を移すと，これらの高次構造はかな
り類似しているのがわかる（図4a）．インポーティンβタ
ンパク質は，19個前後のHEATモチーフと呼ばれる構造モ
チーフから構成されている．図4bに示すように，一つの
HEATモチーフは，短いターンで結ばれた2本のアンチパ
ラレルαヘリックスから構成される．2本のαヘリックスは
両親媒性であり，疎水性面を互いに向けて相互作用してい

図3 代表的なNPC内部を構成するNupの天然変性度とアミノ酸組成
ヒトNup50, 58, 153, 160, 133に関する天然変性領域とアミノ酸組成．天然変性スコアはPONDRを用いて計算した．
上の円グラフは天然変性領域におけるアミノ酸組成をアミノ酸3文字表記とパーセンテージで示した．Nup160と
133に関しては天然変性領域を持たないため，全アミノ酸配列に関して割合を示した．
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る（図4c）．このモチーフが19個連なって，全体としてら
せん状の分子となる．両親媒性ヘリックスが疎水性相互作
用で寄り添っているので，タンパク質表面には親水基が，
内部には疎水性残基が配置されている．では，このような
両親媒性構造は，核膜孔を通過する上で，なぜ有利なので
あろうか．
インポーティンβがFGヌクレオポリンやフェニルセ

ファロースに対して強い親和性を示すことは以前から示さ
れてきた．しかし，結合することと通過することとは別の
問題である．あまり強く結合しすぎると，逆に解離するの
が困難となり，別のタンパク質による制御を考える必要が
生じる．実は，インポーティンβはフェニル基以外にも，
ブチル基やエチル基にも親和性を示す．これらのアルキル
基を持つセファロースビーズを用いて親和性を調べると，

図4 インポーティンβファミリータンパク質の構造的性質
（a）ファミリーに属するタンパク質（ヒトインポーティンβ, マウスインポーティンβ, ヒトトランスポーティン，酵
母エクスポーティン）の結晶構造．PBDデータをもとに作製．（b）HEATモチーフの構造．一つのHEATモチーフ
は，A, Bの二つのαヘリックスが短いループでつながった構造をしている．（c）HEATモチーフを構成するαヘリッ
クスのhelical wheel図．疎水性アミノ酸をグレーで示す．疎水性面を向かい合わせにして相互作用することで，タ
ンパク質表面には親水性アミノ酸が並ぶ．
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アルキル基が長いほど強く，また塩濃度が高いほど強く結
合することがわかる（図5）14）．これらの事実は，インポー
ティンβがフェニルアラニンのみならず，多くの疎水基と
相互作用することを示唆する．ということは，核膜孔内部
では，FGモチーフのみならず，多くの疎水性側鎖（ロイ
シン，バリン，イソロイシン等）と弱いながらも相互作用
をしている可能性が高い．
インポーティンが多くの疎水性残基と相互作用するの

は，どのような構造的裏づけがあるのであろうか．結晶構
造で報告されているインポーティンβの構造を詳しくみる
と，表面には親水性残基が多く，インポーティンβが高い
水溶性を示すことと一致する．しかし，HEATモチーフが
両親媒性ヘリックスから構成されていることをふまえる
と，疎水基がインポーティンβの表面に近づくと，それま
で内部に埋もれていた疎水基がタンパク質表面に露出し
て，近くの疎水基と相互作用（疎水性相互作用）すると考
えられる．疎水基が一つ二つであれば全体の構造変化はわ
ずかであろう．しかし，核膜孔内部には疎水性残基が密集
している．このような環境では，インポーティンβに生じ
る構造変化は大きいものになることが予想される．
インポーティンβが疎水基と相互作用しているときの構

造変化を明らかにするために，水／アルコール混合液を
用いてその高次構造変化を解析した．水／アルコール混
合系は，疎水基が密集している環境を再現するのに適し
た系である．混合溶媒中でインポーティンβのCDスペク
トルを測定すると，単なる水系のときと比べてスペクト
ルに大きな差はなく，αヘリックスに富む構造をしている
ことがわかる（図6a）．一方，トリプトファン残基の蛍光
特性から三次構造を解析すると，アルコールの種類，およ
び濃度に依存して大きく構造が変化していることがわか
る（図6b）．これらの結果に，分子動力学計算を用いたシ
ミュレーションから得られる詳細な構造解析を併せると，
疎水基が密集した中でのインポーティンβの構造がみえて
くる 14）．インポーティンβが疎水基と相互作用するときに
は，HEATモチーフのαヘリックスを維持したまま，隣り
合うヘリックス間の距離が広がり，それまで埋もれていた
疎水性残基の側鎖が分子表面に露出するのである．核膜孔

の内部は疎水性残基を含むクラウディングであり，細胞質
に存在する親水性のタンパク質が通り抜けるには大きなエ
ネルギーバリアとなる．インポーティンβはこのバリアを
柔軟な構造変化によって通り抜けるのであろう．

6. インポーティンβと構造的に類似したタンパク質は
核膜孔を通過しやすい

HEATモチーフに生じる柔軟な構造変化が核膜孔を通過
するのに適した構造であることをふまえると，インポー
ティンβ以外にも，構造的に似たタンパク質は核膜孔を通
過しやすいのだろうか．インポーティンβ以外にもHEAT
モチーフを持つであろうタンパク質は数多く存在し，その
中には結晶構造が明らかにされているものもある（表2）．
含まれるモチーフの数や分子量に大きな幅があるが，モ
チーフ数が多いものを選んで発現・精製して核膜孔通過能
を調べると，各タンパク質間で速度に差はあるものの，ほ
ぼすべてのHEATモチーフタンパク質が核に移行した 14）．
このことは，インポーティンβのみならず，HEATモチー
フを多数もつタンパク質が核膜孔を通りやすいことを示し
ている．ここでは，40 kDaというサイズバリアは存在しな
い．タンパク質の大きさのみならず，形の柔軟性が核膜孔
の透過性に貢献している．
では，これらのHEATタンパク質はインポーティンβの

ように，ほかのタンパク質を輸送することはできるであろ
うか．Ranによる荷下ろし作業がなかったとしても，ほか
のタンパク質とともに核膜孔を通過することができれば，
その細胞内での意義は大きい．HEATタンパク質である
CAND1とPPP2R1Aに関しては複合体の結晶が明らかにさ
れているので，この複合体がHEATサブユニットによって
核膜孔を通りやすくなるかを調べてみた．

PPP2R1Aは，protein phosphatase 2A（PP2A）という脱
リン酸化酵素のサブユニットである．PP2Aは酵素活性を

図5 インポーティンβは疎水基に結合する
ブチル（C5），オクチル（C8），フェニル（C6）基を持つセ
ファロースカラムとインポーティンβ（impβ）との相互作用．
500 mM NaCl存在下（＋）および非存在下（−）で実験を行った．

図6 水／アルコール混合溶媒中でのインポーティンβの高次
構造
さまざまな水／アルコール混合溶媒中で，インポーティンβの
CDスペクトル（a）およびトリプトファン蛍光スペクトル（b）を
測定した．蛍光スペクトルに関しては，ピーク中心のずれをプ
ロットした．ともに，溶媒がスペクトルに及ぼす影響は差し引
いてある．メタノール（■），エタノール（●），2-プロパノール
（▼），1-プロパノール（▲），n-ブタノール（▶）．
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持つCサブユニット，活性調節機能を持つBサブユニッ
ト，それらをつなぐAサブユニットの三つのサブユニット
から構成され，HEATモチーフでできているのはAサブユ
ニットである（図7a）．Aサブユニットには2個，Bサブユ
ニットには19個以上のアイソフォームが存在し，これら
の組み合わせで実に複雑な活性調節，基質特異性などを発
揮している．緑色蛍光タンパク質（GFP）を融合したCサ
ブユニットを動物細胞内に発現させ，FRAP（fluorescence 
recovery after photobleaching）解析を行うと，核内のシグ
ナルをブリーチした後に速やかにシグナル回復がみられ
る．このことは，PP2Aが常に細胞質と核質とを行き来し
ていることを示している．この実験を，HEATサブユニッ
ト（Aサブユニット）をノックダウンした細胞で行うと，
シグナルの回復が明らかに遅くなる（図7b）．このこと
は，HEATサブユニットが細胞質と核との行き来に直接関
与していることを示している．よって，HEATサブユニッ
トは，それ自身が核膜孔を通りやすい性質を持っているの
みならず，複合体の一部として，核膜孔を通りやすくして
いるのである．

7. おわりに

核膜孔は分子ふるいであり，大きなタンパク質はイン
ポーティンβなどの輸送因子の助けを借りないと核膜孔を
通過できないというのがこれまでの理解であった．しか

し，核膜孔内部の環境およびインポーティンβの構造的性
質の解析からみえてきたことは，構造的に柔軟な両親媒性
構造は，核膜孔内部の疎水的分子クラウディングを通り抜
けることができるという事実である．タンパク質の構造
データベース中には，この条件を満たすタンパク質が数多
く存在する．これらの核膜孔通過能を調べることで，さら
に多くのタンパク質複合体の細胞内での動態および輸送機
構が明らかになるであろう．
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